エンドトキシンならびにリポペプチドのサイトカイン誘導活性に対する muramyldipeptide (MDP)のpriming作用 by 横山 成邦
エンドトキシンならびにリポペプチドのサイトカイ
ン誘導活性に対する muramyldipeptide (MDP)の
priming作用
著者 横山 成邦
号 2137
発行年 2004
URL http://hdl.handle.net/10097/22682
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
研究科専攻
学位論文題目
よこやましげくに
 横山成邦(宮城県)
 博士(医学)
 医博第2137号
 平成16年3月25日
 学位規則第4条第1項該当
東北大学大学院医学系研究科
 (博士課程)医科学専攻
 エンドトキシンならびにリポペプチドのサイトカイ
 ン誘導活性に対するmuramyldipeptide(MDP)
 のpriming作用
論文審査委員
 (主査)
教授里見進
教授賀来満夫
教授小柳義夫
 一445一
論文内容要旨
研究目的
 細菌細胞壁の骨格構造をなすペプチドグリカン(PGN)は,N一アセチルグルコサミンと酷ア
 セチルムラミン酸からなるグリカン鎖に,ペプチド(軸ペプチド)が結合し,軸ペプチド聞に架
 橋構造を有する巨大分子である。このPGNが示すアジュバント活性を始めとする多彩な生物活
 性の多くが,ノ〉一acetylmuramy1-L-alany1-D-isoglutamine,Muramyldipeptide(MDP)によっ
 て担われるといわれている。単独投与では検知できる活性を示さないMDPを前投与(prime)
 したマウスでは,その後に内毒素性リポ多糖(LPS)を投与すると高レベルの血中サイトカイン
 が誘導されることが知られている。近年,菌体成分をパターン認識して,自然免疫を発動する
 CD14/To11-1ikereceptor(TLR)系の研究が進み,LPSはTLR4依存的,リポペプチド,PGN
 等はTLR2依存的に作用することが明らかにされている。しかし,PGNの要構造にあたる
 MDPのレセプターシステムに関しては議論が分かれている。本研究は,MDP前投与マウスの
 示す各種菌体成分に対する高い応答性と,TLR系分子との関わりについて解明することを目的
 とした。
研究方法
 1)6～8週齢雌性のC57BL/6マウス,C3H/HeJマウス,C3H/HeNマウス,TLR2ノッ
 クアウトマウス,およびIFNγレセプターノックアウトマウスを実験に供した。各種マウスに
 MDPを尾静脈より注射した後,テスト菌体成分として大腸菌型合成リピドA(LA-15-PP)な
 いし且ご01iタイプのトリアシル型リポペプチドを模した合成リポペプチドPam3CSSNAを静
 注し,その90分後に心臓採血して.血清中の腫瘍壊死因子(TNF一α)をELISA測定した。また,
 MDPの投与経路別priming効果も検討した。2)MDP→LPS投与マウスの肝,肺および脾臓
 中のTNF一αmRNA発現をNorthemblotting法にて比較検討した。3)MDP投与マウスの
 肝,肺,脾臓およびPBMCにおけるTLR4,MyD88,CD14遺伝子発現をrea1-timePCR法
 にて解析した。4)MDP投与マウスの脾細胞膜表面上のTLR4,CD14分子発現をフローサイ
 トメトリーにて解析した。
研究結果
 MDPは静脈投与に加えて腹腔内,皮下および筋肉内投与でもpriming作用を発揮したが,静
 脈投与が最も効果的であった。C57BL/6マウスではMDPによるpriming作用が発動されて
 MDP単独投与群,リピドA単独投与群に比べてMDP→リピドA投与群で顕著に血中TNF一α
 濃度は上昇した。TLR2ノックアウトマウスでも,対照C57BL/6マウスと同様にMDP→リピ
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 ドAに応答した。また,TLR4遺伝子に変異があるC3H/HeJマウスはMDP→リピドA注射
 には全く応答しなかったが,MDP→Pam3CSSNAに対しては応答した。さらに,IFNγレセ
 プターノックアウトマウスは対照C57BL/6マウスと同程度にMDP→LPS注射に応答した。こ
 れらの成績からMDPのpriming作用はTLR4アゴニストであるエンドトキシンばかりでなく
 TLR2アゴニストのリポペプチドにも及ぶこと,そのpriming作用はTLR2ならびにIFNγ非
 依存的に発現することが明らかになった。
 次に,MDPがpriming作用を示す標的臓器(細胞)を検討したところ,Northemblotting
 法による肝,肺および脾臓のTNF一αmRNA発現に関しては,MDPはそれぞれの臓器におい
 てpriming作用を示しエンドトキシン応答を高めていることが確認された。
 次いで,Real-timePCR法で,MDPにより増強するエンドトキシン応答と,TLR系との関係
 を検討したところ,肝,肺および脾の実質臓器においては,MDP投与によりMyD88ならびに
 TLR4遺伝子発現がup-regulateされていた。マウスPBMCでもMDP投与によってMyD88
 遺伝子発現は増強していたが,TLR4ならびにCD14遺伝子発現はほとんど変化していなかっ
 た。フローサイトメトリーの成績でも,MDP投与により脾細胞のTLR4発現は経ll寺的に増強し
 ていた。以上の成績から,MDPはTLR4ならびにMyD88発現を増強させることによってマ
 ウスのエンドトキシン応答を高めている可能性が示唆され,その傾向は末梢血中のPBMCより
 もむしろ各臓器中の細胞において顕著であった。
考察
 本研究の成績により,MDPは様々な投与経路でマウスにpriming作用を発揮し,そのprim-
 ing作用はTLR2ならびにINFγ非依存的に発現することが明らかになった。さらに,MDPは
 肝,肺,脾臓中の細胞に対してTLR4ならびにTLR系共通のアダプター分子であるMyD88発
 現を増強させ,マウスのエンドトキシン応答を高めている可能性が示唆された。最近,炎症性腸
 疾患であるクローン病の標的遺伝子とされるNo42が,MDPの細胞内レセプターであるとの知
 見が報告され,MDPがPGNとは異なりTLR2非依存的に作用を発揮するという本研究で得ら
 れた知見が支持された。
 本研究は,MDPがCD14/TLR系とは異なる機構で認識され,作用を発現することを明確に
 証明するとともに,MDPのpriming作用が様々な臓器の細胞に及び,TLR4やMyD88など
 の菌体成分認識機構を活性化することによって,エンドトキシンを始めとする様々な菌体成分に
 対する応答を高めている可能性を示した。これらの知見は,今後の細菌混合感染に対する治療戦
 略に資する可能性があると考えられる。
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 審査結果の要旨
 細菌細胞壁の骨格構造をなすペプチドグリカン(PGN)は,澤アセチルグルコサミンとN一アセチ
 ルムラミン酸からなるグリカン鎖に,ペプチド(軸ペプチド)が結合し,軸ペプチド間に架橋構造
 を有する巨大分子である。このPGNが示すアジュバント活性を始めとする多彩な生物活性の多
 くが,PGNの最小有効構造であるN.acetylmuramy1-i、一alanyl-D-isoglutamine,Muramy1-
 dipeptide(MDP)によって担われるといわれている。単独投与では検知できる活性を示さない
 MDPを前投与(prime)したマウスでは,その後に内毒素性リポ多糖(LPS)を投与すると高
 レベルの血中サイトカインが誘導されることが知られている。近年,菌体成分をパターン認識し
 て,自然免疫を発動するCD14/To11-1ikereceptor(TLR)系の研究が進み,LPSはTLR4依
 存的に,リポペプチド,PGN等はTLR2依存的に作用することが明らかにされているが,PGN
 の要構造にあたるMDPのレセプターシステムに関しては,いまだ議論が分かれているという背
 景がある。
 本研究では,MDP前投与マウスの示す各種菌体成分に対する高い応答性と,TLR系分子と
 の関わりについて解明することを目的とし,TLR-muta七edマウスを用いて,MDPのpriming
 作用がTLR4アゴニストであるエンドトキシンだけでなく,TLR2アゴニストのリポペプチド
 にも及ぶこと,その作用がTLR2を介したレセプターシステムに非依存的に発現することを示
 して,MDPがCD14/TLR系とは異なる方法で認識されていることを明確に証明した。さらに
 は,Northemblotting法,Rea1-timePCR法ならびにフローサイトメトリ一法を駆使して,
 MDPのpriming作用が様々な臓器の細胞に及び,TLR4やMyD88などの菌体成分認識機構
 を活性化することによって,エンドトキシンを始めとする多くの菌体成分に対する応答を高めて
 いるという可能性を示した。最近,炎症性腸疾患であるクローン病の標的遺伝子とされるNoゴ2
 が,MDPの細胞内レセプターであるとの知見が報告されており,MDPがPGNとは異なり
 TLR2非依存的に作用を発揮するという本研究で得られた成績が支持されたといえる。
 細菌感染症に対する治療法は,抗生物質の発見と技術開発によって大きな変革をもたらしたが,
 一方で,化学療法の多用による耐性菌の出現や高齢化社会に伴う日和見感染の増加など新しい局
 面を迎えている。本研究では,未だ予後不良である細菌混合感染に対して,菌体成分を認識する
 レセプターシステムを制御して重篤化を回避できうるという可能性を模索しており,得られた知
 見は十分学位に値するものと考えられる。
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